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Figure　32　Eflbct　of　combination　of　MgSO4　and　bi8acodyl　on　faecal　water　content
The　rats　were　orally　administered　MgSO4（2　g／kg）alone（A，○），　bisacodyl（20
mg／kg）alone（B，△），　or　a　combination　of　MgSO4（2　g／kg）and　bisacody1（20　mg！kg）
（C，口）．The　faeces　were　periodically　collected　from　immediately　after
administration　to　10　h　after　administration，　and　the　faecal　water　content　was
measured（D）．　The　area　under　the　curve　of　stool　water　content（O　h・10　h）was
calculated　with　the　linear　trapezoidal　rule（E）．　The　data　are　shown　using　the
mean　value　of　faecal　water　content　immediately　after　administration　of　the
laxative（O　h）as　100％．　The　data　represent　the　means±SDs　fbr　6　rats．　Dunnett’s
test：★p＜0．05，★★p＜0．01，　and★★★p＜0．001vs．　O　h．
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3・2．MgSO4あるいはピサコジルの投与量と潟下作用の関係
　MgSO4（2　g／kg）あるいはピサコジル（20　mg／kg）の単独投与時の潟下作用が、投
与量の増加に伴い、増強するか否かを確認した。すなわち、それぞれ倍量の4g∠kg
のMgSO4あるいは40　mg／kgのピサコジルを経口投与し、ピーク値の糞中水分量を
調べた（Figure　33）。その結果、4g／kgでMgSO4を投与した際の糞中水分量のピー
ク値（7時間後の糞中水分量）は、2g／kgでMgSO4を投与した時に比べて、約1．7
倍有意に高い値を示すことがわかった。また、40mg／kgでピサコジルを投与した時
の糞中水分量のピーク値（投与5時間後の糞中水分量）も、20mg／kgで投与した時
と比べて、約1．5倍有意に高い値を示すことが示された（Figure　33）。なお、両薬剤
とも、いずれの投与量においても、下痢が発生した。
　これらのことより、2g／kgのMgSO4および20　mg／kgのピサコジルは、最大潟下
作用を示す投与量ではなく、これらの潟下作用は、投与量を増量することにより、さ
らに増強することがわかった。
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Figure　33　Effbct　of　MgSO4　and　bi8acodyl　on　f已ecal　water　content
The　rats　were　orally　administered　MgSO4　alone（2　g／kg　or　4　g／kg），　bisacodyl　alone
（20mg／kg　or　40　mg／kg），　or　a　combination　of　MgSO4（2　g／kg）and　bisacodyl（20
mg／kg），　and　the　peak　value　of　faecal　water　content　was　measured．　The　data　are
shown　using　the　mean　value　of　faecal　water　content　immediately　after
administration　of　the　laxative（O　h）as　100％．　The　data　represent　the　means±SDs
丘）r6rats．　Dunnett’s　test：★p＜0．05．
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3・3．大腸の浸透圧調節関連遺伝子のmRNA発現量
　大腸管腔側の浸透圧が上昇すると、生理的条件下とは逆に、水は血管側から管腔側
へと移動し、下痢が発生する。そこで、潟下剤投与後のラット大腸の浸透圧の変化を
調べる目的で、大腸のSMITおよびTauTのmRNA発現量を測定した（Figure　34）。
　MgSO4を単独投与し、5時間後における大腸のSMITのmRNA発現量は、　Control
群に比べて、約2．4倍有意に高かった。また、大腸のTauTのmRNA発現量も約1．5
倍有意に高かった。これに対して、ピサコジルを単独投与し、5時間後における大腸
のSMITおよびTauTのmRNA発現量は、いずれもControl群とほぼ同程度であっ
た。
　一方、MgSO4とピサコジルを併用投与し、5時間後における大腸のSMITおよび
TauTのmRNA発現量は、　Contro1群に比べて、それぞれ約2．1倍および約1．4倍有
意に高かった。
　以上の結果から、MgSO4とピサコジルを併用投与した際の大腸内浸透圧は、MgSO4
単独投与時とほぼ同程度であることがわかった。
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Figure　34　Eflbct　of　combinatioll　of　MgSO4　and』acodyl　on　SMIT（A）and　TauT
（B）mRNA　eXpre88ion　leveb　in　the　rat　colon
The　rats　were　orally　administered　MgSO4（2　g／kg）alone，　bisacodyl（20　mglkg）
alone，　or　a　combination　of　MgSO4（2　g／kg）and　bisacodyl（20　mg！kg）．　Purified　water
was　orally　administered　to　the　control　group．　Rat　colons　were　harvested　5　h　after
treatment．　The　mRNA　expression　levels　of　SMIT（A）and　TauT（B）were　analysed
by　real－time　RT－PCR．　Normalisation　was　perfbrmed　against　18S　rRNA，　and　the
mean　levels　of　mRNA　expression　of　the　control　group　were　indicated　as　100％．　The
data　represent　the　means±SDs量）r　6　rats．　Dunnett’s　test：★p＜0．05　and治p＜0．01
vs．　control　group．
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3・4．大腸のAQP3のタンパク質発現量
　MgSO4とピサコジルを併用投与した際に、大腸のAQP3の発現量がどのように変
動するかについて調べた（Figure　35）。
　MgSO4を単独投与し、5時間後における大腸crude　membrane画分のAQP3のタ
ンパク質発現量は、Contro1群に比べて、約6倍有意に高かった（Figure　35A）。こ
れに対して、ピサコジルを単独投与し、5時間後における大腸のAQP3のタンパク質
発現量は、Contro1群に比べて、約80％低下した（Figure　35B）。
　一方、MgSO4とピサコジルを併用投与し、5時間後における大腸のAQP3のタン
パク質発現量は、Control群に比べて、約70％低下した（Figure　35C）。
　以上の結果から、MgSO4とピサコジルを併用投与すると、大腸のAQP3のタンパ
ク質発現量は低下し、この低下率はピサコジル単独投与時とほぼ同程度であることが
わかった。
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Figure　35　Ef白ct　of　combination　of　MgSO4　and　b拍acodyl　on　AQp3　protein
expression　level　in　the　rat　colon
The　rats　were　orally　administered　MgSO4（2　g／kg）alone，　bisacodyl（20　mg／kg）
alone，　or　a　combination　of　MgSO4（2　g／kg）and　bisacodyl（20　mg／kg）．　Purified　water
was　orally　administered　to　the　control　group．　Rat　colons　were　harvested　5　h　after
administrations．　The　crude　membrane　was　prepared，　and　the　protein　expression
levels　of　AQp3　were　analysed　by　western　blotting．　Mean　levels　of　AQp3　protein
expression　of　the　control　group　were　indicated　as　100％．　The　data　represent　the
means±SDs　fbr　6　rats．　Student’s　t・test：旨p＜0．01　and繰★p＜0．001　vs．　control
9「oup・
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4．考察
　便秘症では一般的に、浸透圧性下剤が第一選択薬として用いられ、効果が不十分で
ある場合には、大腸刺激性下剤などの作用機序が異なる潟下剤が併用される。しかし、
潟下剤の併用により、潟下作用が増強するか否かについての明確なエビデンスはない。
そこで本章では、作用機序が異なる潟下剤（MgSO4およびビサコジル）を併用した
場合、潟下作用が単独時に比べて増強するか否かをラットを用いて検討した。
　MgSO4（29／kg）あるいはピサコジル（20　mg／kg）をそれぞれ単独で経口投与した
際には、いずれも糞中水分量が投与2時間後から有意に増加し、投与4時間後から8
時間後にかけて、激しい下痢が認められた。一方、MgSO4（2　gZkg）とピサコジル（20
mg／kg）を併用投与したラットの糞中水分量の変動パターンおよび変化率（AUC）は、
ピサコジル単独投与時とほぼ同じであった（Figure　32）。
　ここで、両薬剤を併用した際に糞中水分量が増加しなかった理由として、2g／kgお
よび20mg／kgの投与量が、それぞれ両薬剤の最大潟下効果を示す投与量ではないか
との疑問が生じた。そこで、このことを確かめる目的で、両薬剤の投与量を増加した
時の潟下効果を検討した。その結果、両薬剤ともに、投与量を増加させると潟下効果
も増強することがわかった（Figure　33）。このことより、両薬剤を併用した際に潟下
効果が増強しなかった理由が、投与量の問題ではないことが確認できた。
　それではなぜ、MgSO4とピサコジルを併用した場合に、潟下作用が増強しなかっ
たのか。生理的条件下においては、大腸の管腔内の浸透圧は血管側のそれに比べて低
いため、水は腸管側から血管側に輸送され、糞の濃縮が行われる23）。大腸の上皮細胞
はtight　junctionが強固なため、大腸での水の輸送は、大腸粘膜上皮細胞に優位に発
現しているAQP3を介して行われている。すでに述べたように、　MgSO4は腸管内浸
透圧を増加させると同時に、大腸AQP3の発現量を増加させるため、水が血管側から
管腔側に効率よく分泌され、潟下作用を示す（第一章）。一方、ピサコジルは腸管内
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浸透圧を変化させずに、AQP3の発現量を低下させるため、管腔側から血管側への水
の吸収が抑制され、このことにより、腸管内に水が貯留するため、潟下作用を示す（第
二章）。したがって、ピサコジル投与時に比べ、MgSO4投与時の方が潟下作用が強く
なる可能性が考えられる。MgSO4とピサコジルを併用した場合、大腸内の浸透圧は
上昇していたものの、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現量は、著明に低下していた
（Figures　34　and　35）。しかも、このAQp3の発現低下の程度は、ピサコジル単独投
与群とほぼ同程度であった（Figure　35）。水の移動速度は浸透圧差よりもむしろ、
AQPsの発現量に依存していることが明らかになっている6566）。それゆえ、併用投与
時に腸管内の浸透圧が上昇しても、AQP3が低下していたため、血管側から管腔側へ
の水の移動はほとんど起こらず、ピサコジルの場合と同様に、水の吸収阻害のみが起
こり、それによって、下痢が発生したものと考える。このように、MgSO4とピサコ
ジルを併用しても潟下作用は増強せず、むしろMgSO4単独投与時よりも潟下作用は
減弱し、ピサコジルと同程度の潟下作用を示すことがわかった。
　それではなぜ、MgSO4とピサコジルを併用すると、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の
発現パターンがピサコジルのそれと同様になるのだろうか。MgSO4は大腸粘膜上皮
細胞のアデニル酸シクラーゼおよびプロテインキナーゼAの活｝生化、CREBのリン
酸化の充進を介して、AQP3の発現量を増加させる（第一章）。一方、ピサコジルは
大腸粘膜固有層のマクロファージの活性化、TNF一αの産生充進、　COX2の活性化お
よびPGE2の産生充進を介してAQP3の発現を減少させる（第二章）。この一連のカ
スケードにおいて、PGE2はendocytosisにより、AQp3を減少させると考えられ、
この作用は迅速でかっ著明である83，84）。このように、両メカニズムには交差したと
ころはなく、それぞれが独立したメカニズムで潟下作用を発現している。したがって、
MgSO4とビサコジルを併用した場合には、MgSO4によるAQP3の増加よりもむしろ、
ピサコジルによるAQP3の低下の方が強くあらわれ、結果的に大腸粘膜上皮細胞の
AQP3の発現量は、ピサコジル単独のそれとほぼ同一の値を示したものと思われる。
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　以上をまとめると、MgSO4とピサコジルを併用した場合、　MgSO4単独時よりもむ
しろ潟下作用は減弱し、ピサコジル単独の場合と同程度の潟下作用がおこることがわ
かった。さらに、この理由として、MgSO4とピサコジルを併用した場合の大腸粘膜
上皮細胞のAQP3の発現パターンが、ピサコジル単独投与時とほぼ同様になるためで
あると考えられた。
　現在、重度な便秘症患者に対して、エビデンスが希薄にもかかわらず、作用機序が
異なる複数の潟下剤が併用されている。薬物の服用数の増加は、薬物間相互作用の増
加につながる。潟下剤の併用が必ずしも潟下作用を増強しないことから考えても、今
後、潟下剤に関しても、その治療効果に対するエビデンスを明確にし、適正使用を図
ることが必要であると考える。
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【総括】
　近年、不規則な食事や生活、食物繊維や水分の摂取不足、過度のストレス、潟下剤
の乱用、運動不足、高齢化に伴う腸管機能の低下などにより、便秘症が問題となって
いる。また、緩和医療に用いられるモルヒネなどのオピオイドの副作用による便秘症
も、患者のquolity　of　lifb（QOL）の観点から重要な課題となっている。
　一方、臨床において、重度な便秘症患者には、第一選択薬として浸透圧性下剤
（MgSO4やMgO）が処方され、効果が認められない場合には大腸刺激1生下剤（ピサ
コジルやセンノシド）など、作用機序が異なる潟下剤が併用される。
　浸透圧性下剤は消化管ではほとんど吸収されず、腸管内の浸透圧を上昇させること
により、生理的条件下とは逆に、水を血管側から管腔側へと移動させるため、下痢が
発生すると考えられている。一方、大腸刺激性下剤は、大腸のPGE2の産生を促進し、
Na＋，K＋－ATPaseの活性を阻害することにより、腸管内浸透圧を高め、腸管側から血
管側への水の吸収を減弱させるため、潟下作用を発現すると考えられている。また、
大腸刺激性下剤は腸管の蠕動運動を促進することも、潟下作用のメカニズムの一つと
考えられている。しかしながら、これら潟下剤が大腸において、どのようなメカニズ
ムで水を移動させるかについての詳細は全く不明であった。しかも、複数の潟下剤が
併用されているのにもかかわらず、併用効果に関するエビデンスはほとんどなかった。
　一方、大腸の上皮細胞はtight　junctionが強固なため、大腸での水の輸送は、大腸
粘膜上皮細胞に優位に発現している水チャネルであるAQP3を介して行われると考
えられている。しかしながら、大腸におけるAQP3を介した水の輸送については、ほ
とんど解明されていなかった。
　そこで本研究では、AQP3に着目し、浸透圧性下剤および大腸刺激性下剤の潟下作
用におけるAQP3の役割を明確にするとともに、両薬剤の併用効果を解明することに
より、潟下剤を適正に使用するためのエビデンスを提供することを試みた。本研究で
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は、浸透圧性下剤としてMgSO4を、大腸刺激性下剤としてピサコジルを用い、以下
の検討を行った。
1．ラットにMgSO4を経口投与した際の糞中水分量と大腸AQP3の発現変動の関係
　　を解析するとともに、AQP3の発現変動メカニズムを検討した。
2．ラットにピサコジルを経口投与した際の糞中水分量と大腸AQP3の発現変動の関
　係を解析するとともに、AQP3の発現変動メカニズムを検討した。
3．AQP3活性化阻害剤であるHgCl2およびCuSO4を用いて、大腸での水の輸送に
　　おけるAQP3の役割について検討した。
4．MgSO4とピサコジルとを併用した場合に、潟下作用がどのように変化するかにつ
　　いて調べるとともに、そのメカニズムについて検討した。
1．MSO4の潟下作用における大腸AP3の役割およびAP3発現亦動メカニズム
　浸透圧性下剤MgSO4の潟下作用における大腸AQP3の役割について検討した。ま
ず、ラットにMgSO4（2　g！kg）を経口投与し、糞中水分量の変動と大腸内浸透圧ある
いはAQP3発現量の変動との関係について検討した。その結果、糞中水分量はMgSO4
投与により、2時間目以降有意に増加し、投与4時間後から8時間後にかけて、重度
の下痢が発生することがわかった。それに対して、大腸内浸透圧は2時間後にはピー
クに達し、浸透圧の変動パターンと下痢発生のパターンが異なることが明らかとなっ
た。このことより、MgSO4による潟下作用は、従来から考えられている腸管内浸透
圧の上昇のみでは説明できないことが明らかとなった。一方、大腸AQP3のタンパク
質発現量は、MgSO4投与により経時的に増加し、この変化と下痢発生の経時変化が
符合することがわかった。以上の結果から、MgSO4の潟下作用が単に浸透圧の変化
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のみによってもたらされるものではなく、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現増加を伴
って、極めて合理的に生じている可能性が示唆された。
　次に、MgSO4による大腸AQp3の発現増加メカニズムをヒト結腸癌由来HT29細
胞を用いて調べた。MgSO4は水溶液中でMg2＋とSO42’に解離し、浸透圧を上昇させ
る。一方、AQP3は浸透圧の上昇に伴い、発現量が増加する。そこで、　MgSO4によ
るAQP3の発現増加が浸透圧の上昇に起因するものであるか否かを検討した。その結
果、MgSO4によるAQP3の発現増加は、浸透圧の上昇に起因したものではないこと
が明らかとなった。
　続いて、MgSO4によるAQp3の発現増加作用がMg2＋あるいはSO42’に起因するも
のであるか否かについて、種々のマグネシウム塩および硫酸塩を用いて検討した。そ
の結果、MgSO4によるAQP3の発現増加には、　SO42’は関与せず、　Mg2＋のみが重要な
役割を担っていることが明らかとなった。
　細胞内に取り込まれたMgは、アデニル酸シクラーゼを活性化することが知られて
いる。さらに、アデニル酸シクラーゼの活性化は、cAMPを増加させ、プロテインキ
ナーゼAの活性化を介して、核内転写因子cAMP・response　element・binding　protein
（CREB）をリン酸化することが知られている。リン酸化されたCREBは、　AQPs
の転写を促進し、発現量を増加させる。そこで、MgSO4によるAQP3発現増加メカ
ニズムについて、この経路に焦点をしぼり検討した。その結果、MgSO4は細胞内Mg
濃度を増加させること、アデニル酸シクラーゼおよびプロテインキナーゼAを活性化
すること、およびCREBのリン酸化を充進することが明らかとなった。
　以上の結果から、MgSO4は細胞内Mg濃度を増加させることにより、アデニル酸
シクラーゼ活性、プロテインキナーゼA活性およびCREBのリン酸化を充進させ、
大腸粘膜上皮細胞のAQP3を増加させることが明らかとなった。
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2．ピサコジルの潟下作用における大腸AP3の役割およびAP3発現変動メカニズ
　ピサコジルの潟下作用における大腸AQP3の役割を検討した。ラットにピサコ
ジル（20mg／kg）を経口投与したところ、大腸のAQP3のタンパク質発現量が投
与2時間後から著明に低下した。また、AQP3の発現低下と下痢発生の経時変化
が相関していた。以上の結果から、ピサコジルは大腸のAQP3の発現量を低下さ
せることにより、腸管側から血管側への水の移動を抑制し、潟下作用を示してい
る可能性が示唆された。
　次に、ピサコジルがどのようなメカニズムでAQP3の発現量を低下させるかに
ついて検討した。まず、ピサコジルが直接、大腸粘膜上皮細胞に作用し、AQP3
の発現量を低下させた可能性について、H’p29細胞を用いて調べた。その結果、
ピサコジルが直接、AQP3の発現量を低下させている可能性は低いことが明らか
となった。
　続いて、ピサコジルが間接的に、大腸のAQP3の発現量を低下させた可能性に
ついて検討した。ピサコジルは大腸マクロファージを活性化すること、マクロフ
ァージが活性化すると炎症性サイトカインの分泌が充進し、COX2の発現増加を
介してPGE2が分泌されること、およびTNF－qやPGE2はAQPsの発現量を低下
させることが知られている。そこで、ピサコジルが直接マクロファージを活性化
し、TNF・αやPGE2を分泌させるか否かをマクロファージRaw264．7細胞を用い
て検討した。その結果、ピサコジルはマクロファージを直接活性化し、TNF・αお
よびPGE2の産生および分泌を充進することがわかった。さらに、PGE2がHT29
細胞のAQP3の発現を著明かつ速やかに低下させることが明らかとなった。
　以上の結果から、ピサコジルは直接、大腸のマクロファージを活性化させるこ
とによりPGE2の産生および分泌を充進すること、およびこのマクロファージの
産生するPGE2が、パラクライン因子として大腸粘膜上皮細胞に作用し、　AQP3
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の発現を低下させていることが明らかとなった。
3．AP3活性ヒ阻害1の大腸での水の輌送に及ぼす影
　上述したように、大腸のAQP3の発現量の変動により、水の輸送能が変動する
ことが明らかとなったものの、AQP3の発現量ではなく、AQP3の機能を変化さ
せた場合、大腸の水の輸送能にどのような影響を及ぼすかについては全く不明で
あった。そこで、AQP3の機能を阻害した際に大腸における水の輸送能がどのよ
うに変化するかについて、AQP3活性化阻害剤であるHgCl2およびCuSO4を用
いて検討した。HgCl2およびCuSO4をラットに直腸内投与した結果、投与1時間
以内に下痢が発生することがわかった。一方、HgCl2およびCuSO4は、大腸内浸
透圧およびAQP3の発現量に影響を及ぼさないことが明らかとなった。
　以上の結果から、大腸粘膜上皮細胞に局在するAQP3の機能を阻害すると、下
痢が発生することが明らかとなった。また、生理的条件下では、AQP3を介して、
水は管腔側から血管側に輸送され、糞中水分量が調節されていることも確認でき
た。
4．MSO4とピサコジルとの併用効果およびそのメカニズムの解明
　これまで、複数の潟下剤を併用した場合、潟下作用が増強するか否かについて
の明確なエビデンスはなかった。そこで、MgSO4およびピサコジルを併用した場
合、潟下作用が増強するか否かを検討した。その結果、MgSO4（2　g／kg）とピサ
コジル（20mg／kg）を併用しても、糞中水分量の変動パターンおよび変化率には、
両薬剤の相加効果あるいは相乗効果は見られず、ピサコジル単独投与時のそれら
とほぼ同様であることが明らかとなった。一方、併用投与した際の大腸内浸透圧
はControl群に比べて高く、MgSO4単独投与時とほぼ同程度であることがわかっ
た。また、併用投与時の大腸のAQP3のタンパク質発現量は、　Control群に比べ
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て有意に低く、この低下率はピサコジル単独投与時とほぼ同程度であることが明
らかとなった。
　以上のことから、MgSO4とピサコジルを併用した際の潟下作用は、　MgSO4単
独時よりも減弱し、ピサコジル単独時の場合とほぼ同程度であることが明らかと
なった。さらに、MgSO4とピサコジルを併用した場合の大腸粘膜上皮細胞の
AQP3の発現パターンが、ピサコジル単独投与時とほぼ同様になることがその理
由として考えられた。
　本研究の結果から、浸透圧性下剤および大腸刺激性下剤の潟下作用において、
大腸のAQP3の発現量が重要な役割を担っていることが明らかとなった。加えて、
大腸AQP3の機能を阻害すると、下痢が発生することも明らかとなった。　AQP3
はヒトの腸管において最も多く発現しているAQPsである。今後、腸管AQP3の
発現および機能と水の移動についてさらなる研究を展開することにより、AQPs
をターゲットとした新たな潟下剤や止潟剤の開発が可能になるものと考える。
　さらに、本研究により、潟下剤の併用が必ずしも潟下作用を増強しないことが
初めて明らかとなった。薬物の服用数の増加は、薬物間相互作用の増加にっなが
るため、安易な併用は避けるべきである。今後、潟下剤に関しても、その治療効
果に対するエビデンスを明確にし、適正使用を図ることが必要であると考える。
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